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(57) Abstract: The inventive method allows peptides or polypeptides 
to be exposed on the surface of gram-negative host bacteria using spe- 
cific intimin-based anchor modules. Intimins with shortened carboxy 
terminals have been found to be particularly suitable anchor modules 
for passenger domains in the exterior E.coli cell membrane. According 
to said method, host bacteria are transformed using vectors, on which 
are located a fused nucleic acid sequence consisting of a sequence seg- 
ment which codes for an intimin with a shortened carboxy terminal and 
a nucleic acid sequence segment which codes for the passenger pep- 
tide that is to be exposed. The invention permits a particularly large 
number of passenger domains to be exposed on the cell surface of the 
bacteria, without adversely affecting the viability of the bacteria. 

(57) Zusammenfassung: Das erfindungsgemasse Verfahren ermog- 
licht die Presentation von Peptiden oder Polypeptiden auf der Ober- 
flache von gram-negativen Wirtsbakterien mit Hilfe bestimmter Inti- 
minbasierter Verankerungs module. Es wurde gefunden, dass sich car- 
boxy terminal verkurzte Intimine besonders gut als Verankerungs mo- 
dule fiir Passgierdomanen in der ausseren E.coli Zellmembran eignen. 
Hierfur werden Wirtsbakterien mit Vektoren transformiert, auf denen 
in operativer Verkniipfung mit einem Promotor eine fusionierte Nukle- 
insauresequenz aus einem carboxyterminal verkiirzten Intimin kodie- 
renden Sequenzabschnitt und einem fiir das zu prasentierende Passa- 
gierpeptid kodierenden Nukleinsauresequenzabschnitt vorhanden ist. 
Die Erfindung gestattet es, eine besonders grosse Anzahl von Passa- 
gierdomanen auf der bakteriellen zelloberflache zu prasentieren, ohne 
dass darunter die Lebensfahigkeit der Bakterien leidet. 



WO 02/34906 A2 I lllll llllllll II llllll Hill Mil I II ill Mill lllll Hill Hill INI lllllll llll llll llll 



(81) Bestimmungsstaat (national): US. 

(84) Bestimmungsstaaten (regional): europaisches Patent (AT, 
BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, 
NL, PT, SE, TR). 

Erklarungen gemafi Regel 4.17: 

hinsichtlich der Berechtigung des Anmelders, ein Patent zu 
beantragen undzu erhalten (Regel 4. 17 Ziffer ii) fur die fol- 
genden Bestimmungsstaaten europaisches Patent (AT, BE, 
CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, 
PT, SE, TR) 



Erfindererklarung (Regel 4.17 Ziffer iv) nur fur US 
Erfindererklarung (Regel 4.17 Ziffer iv) nur fur US 
Erfindererklarung (Regel 4.17 Ziffer iv) nur fur US 

Veroffentlicht: 

ohne internationalen Recherche nbericht und erneut zu 
veroffentlichen nach Erhalt des Berichts 

Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen 
Abkurzungen wird auf die Erklarungen ("Guidance Notes on 
Codes and Abbreviations') am Anfangjeder regular en Ausgabe 
der PCT-Gazette verwiesen. 



WO 02/34906 



PCT/DE01/04009 



1 



Verfahren zur Exposition von Peptiden und Polypeptiden auf der Zellober- 

flache von Bakterien 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Presentation von Peptiden, ein- 
schlieBlich Polypeptiden und Proteinen, je nach Lange der prasentierten Sequenz, auf der 
Oberflache gramnegativer Bakterienzellen, insbesondere Escherichia coli Zellen, ein zuge- 
horiges Verfahren zur Herstellung einer varianten Population von oberflachenexponierten 
1 0 Peptiden oder Polypeptiden und zur Identifizierung von Bakterien, die Peptide bzw. Polypep- 
tide mit einer jeweils gewunschten Eigenschaft tragen, sowie bei dem Verfahren verwendbare 
Vektoren und Wirtsbakterien. 

Generell erlaubt das Verfahren die Expression von rekombinanten Proteinen, die Rezeptoren 
oder Liganden sein konnen, auf der Bakterienoberflache, sowie die Selektion aufgrund der 

1 5 Bindungsaffinitat zu einem Bindungspartner. Das Verfahren erlaubt die Expression von Pep- 
tid- und Polypeptidbibliotheken auf der Oberflache von Bakterienzellen, mit deren Hilfe 
beispielsweise Peptidmolekule mit hoher Affinitat zu einem Liganden identifiziert werden 
konnen. Das Verfahren gestattet die Presentation einer groBen Anzahl von Passagierproteinen 
bzw. -peptiden auf der Oberflache einer Bakterienzelle, ohne daB die zellulare Uberlebens- 

20 fahigkeit dadurch beeinfluBt wird. Dariiberhinaus ermoglicht dieses Verfahren, die Anzahl 
der pro Zelle oberflachenprasentierten Molekule nach Wunsch einzustellen. 

Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung auch die Isolierung von monospezifischen 
Antikorpern aus polyklonalen Antikorpergemischen durch Bindung an Zelloberflachen- 
verankerte Peptidepitope. 

25 Hintergrund 

Gegenwartig wird die Expression von Proteinen und Proteindomanen auf der Oberflache von 
selbstreplizierenden Tragern wie Bakteriophagen, Bakterien, Hefen usw. intensiv untersticht, 
vor allem mit der Zielsetzung, eine Kopplung der funktionalen Auspragung einer Eigenschaft 
des auf dem Trager prasentierten Proteins (Phanotyp) mit der zugrundeliegenden genetischen 
30 Kodierung (Genotyp) zu erreichen. Beispiele fur erfolgreiche Phanotyp/Genotyp Kopplung 
finden sich u.a. bei der Verwendung von Hefen als Trager Oberflachen-prasentierter Proteine. 
So wurde z.B. ein molekulares Repertoire an varianten Hefezellen erzeugt, welche jeweils 
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verschiedene Immunglobulinfragmente auf ihrer Zelloberflache prasentieren. Aus dieser Bi- 
bliothek von Antikorpervarianten konnten solche isoliert werden, die eine erhohte Affinitat zu 
einem vorgegebenen Ligandenmolekiil aufwiesen (Boder und Wittrup (1997), Nat. Biotech- 
nol. 15: 1553) 

5 Eine breite Anwendung finden Bakterien bei der Zelloberflachenprasentation. Es kommen 
sowohl Gram-negative als auch Gram-positive Arten zur Anwendung. So konnten auf Sta- 
phylococcus xylosus und Staphylococcus carnosus Proteine durch Staphylococcus aureus 
Protein A prasentiert werden. Durch die Fusion an Staphylococcus aureus Fibronectin Binde- 
protein B (FnBPB) konnten Enzyme auf der Oberflache von S. carnosus verankert werden 
1 0 (Strauss und Gotz (1996), Mol. Microbiol. 21: 491-500). Gram-positive Bakterien sind jedoch 
fur die Presentation groBer Peptidbibliotheken wenig geeignet, da es schwierig ist, die ent- 
sprechenden Genvarianten durch Transformation in die Zellen einzubringen und eine hinrei- 
chend groBe Anzahl unabhangiger und bezuglich der kodierenden Nukleotidsequenz der 
Oberflachen-prasentierten Proteinvariante unterschiedlicher Klone zu erzeugen. 

15 Gram-negative Bakterien hingegen sind zur Generierung molekularer Repertoires und der 
damit einhergehenden Prasentation veranderter Proteine aufgrund der hohen Transformati- 
onsausbeute (>10 9 pro Mikrogramm Plasmid DNA bei E. coli sehr gut geeignet und daher 
bevorzugte Wirtsorganismen. 

Ftlr die Prasentation rekombinanter Proteine auf der Zelloberflache Gram-negativer Bakterien 
20 wurden verschiedene Systeme beschrieben (Georgiou et ah (1997), Nature BiotechnoL 15: 
29-34). Eine Oberflachenprasentation wird im allgemeinen dadurch erreicht, daB Genseg- 
mente eines bakteriellen Oberflachenproteins mit dem Gen des zu prasentierenden Proteins 
fusioniert werden. Dabei kommen ublicherweise Proteine als Trager zum Einsatz, die ihrer- 
seits sekretiert werden und/oder in der auBeren Membran Gram-negativer Bakterien lokali- 
25 siert sind und somit die notwendigen Signale zur Translokation durch die Cytoplasmamem- 
bran, die Passage in das bakterielle Periplasma und die Integration in die auBere Membran 
oder die Verankerung auf der Oberflache der auBeren Membran beinhalten. Als Tragerprotei- 
ne kamen bislang zumeist Proteine zum Einsatz, die ihrerseits integrale Bestandteile der auBe- 
ren Membran von E, coli sind. Dazu gehoren unter anderem, PhoE (Agterberg et al. (1987), 
30 Gene 59: 145-150) oder OmpA (Francisco et al (1992), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 2713- 
2717), deren Verwendung jedoch Nachteile aufweisen. So konnen Proteinsequenzen nur in 
oberflachenexponierten Schleifen dieser Proteine inseriert werden, was zum einen zu kon- 
formationell fixierten Amino- und Carboxytermini Anlass gibt und zum anderen die Lange 
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der zu inserierenden Peptidsequenz drastisch einschrankt. Die Verwendung des Peptidogly- 
can-assoziierten Lipoproteins (PAL) als Tragerprotein fuhrt zwar zum Transport zur auBeren 
Membran, eine Prasentation aktiver und korrekt gefalteter Proteinsequenzen auf der Oberfla- 
che von E. coli ist jedoch nicht moglich (Fuchs et al. (1991), Bio. Technology 9, 1369-1372). 
5 Eine Oberflachenexpression groBerer Proteine gelang (a) durch Verwendung einer Fusion aus 
einem Fragment des Escherichia coli Lpp und des OmpA Proteins als Tragerproteinanteil, an 
deren Carboxy-Ende die Passagierproteinsequenz angehangt wird (Francisco et al. (1992), 
Proc. Natl. Acad. Sci. 89: 2713-2717) (b) durch Verwendung der IgA-Protease p-Domane 
(IgAP) und anderer bakterieller Autotransporter (Maurer et al. (1997) J. Bacteriol. 179: 794- 
1 0 804), sowie (c) durch die Verwendung des Eis-Nukleationsproteins von Pseudomonas syrin- 
gae (InaZ) (Jung et al. (1998), Nature Biotechnol. 16: 576-580) als Tragerproteinanteil. 

Aus den obigen Beispielen wird deutlich, daB eine Prasentation von Proteinen auf der bakteri- 
ellen Zelloberflache dadurch hervorgerufen werden kann, daB eine Passagierdomane durch 
Fusion der entsprechenden kodierenden DNA-Sequenz mit der kodierenden Sequenz eines 

15 ausgewahlten Proteins der auBeren Membran oder Membranproteinfragments der auBeren 
Membran an ein Tragerprotein fusioniert wird. Das Membranprotein oder Membranprotein- 
fragment tragt dabei die zur Membranlokalisation und -verankerung notwendigen Motive. 
Das Tragerprotein der auBeren Membran sollte dabei (a) ein Sekretionssignal besitzen, das 
eine Passage durch die Cytoplasmamembran sicherstellt, (b) ein Lokalisationssignal fur die 

20 Einbettung in die auBere Membran aufweisen, (c) in moglichst hoher Kopienzahl auf der 
Zelloberflache auftreten und (d) die strukturelle und funktionelle Integritat und vor allem die 
Vitalitat der Wirtszelle nicht negativ beeinflussen. 

Bei den nach Stand der Technik beschriebenen Verfahren zur Herstellung heterologer Passa- 
gierproteine mit Hilfe von Proteinen der auBeren Membran wurden jedoch erhebliche Nach- 

25 teile, vor allem bezuglich der beiden Anforderungen (c) und (d) festgestellt, da eine hohe Ex- 
pressionsrate und eine hohe Nettoakkumulation in der auBeren Membran stets mit einer hohen 
Mortalitat der prasentierenden Bakterienzellen einhergeht. So ist eine starke Uberexpression 
von Fusionsproteinen mit Lpp-OmpA als Membrananker lethal (Daugherty et al (1999), 
Protein Eng. 12: 613-21). Eine hohe Zellmortalitat wurde ebenfalls fur die Verwendung des 

30 Autotransporters der IgA-Protease (IgAp) beschrieben (Wentzel et al. (1999), J. Biol. Chem. 
274: 21037-21043). Jung et al. fuhrten das Eis-Nukleationsprotein aus Pseudomonas syrin- 
gae 9 das ein Glycosyl-Phosphatidylinositol verankertes Protein der auBeren Membran ist, als 
Tragerprotein fur die Zelloberflachenprasentation von Passagierproteinen in E. coli ein (Jung 
et al. (1998), Nature Biotechnol. 16: 576-580). Dieses Tragerprotein erlaubt zwar die stabile 
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Presentation von Passagieren auf der Oberflache der auBeren Membran, die Fusionsproteine 
aggregieren jedoch in Clustern auf der bakteriellen Oberflache, eine Eigenschaft, die fur 
Zwecke der Selektion von Peptiden und Polypeptiden mit hoher Affinitat zu einem gegebenen 
Bindungspartner unerwunscht ist. 

5 Neben den integralen Proteinen der aufieren Membran wurden noch andere Oberflachen- 
strukturen, die auf der Zelloberflache vorhanden sind, wie Flagellen, Pili, Fimbrien u.s.w. als 
Trager fur die Prasentation von Passagierdomanen herangezogen. Durch die Verwendung von 
Flagellin, einer strukturellen Untereinheit des Flagellums als Trager konnten diverse Peptide 
des Hepatitis B Virus stabil exprimiert und auf der Bakterienoberflache exponiert werden 
10 (Newton et ah (1989), Science 244: 70-72). Ebenso wie bei der Verwendung von Fimbrin als 
strukturellem Tragerprotein bleibt die Prasentation von Passagierdomanen jedoch auf kleine 
Peptide beschrankt (Hedegaard et al (1989), Gene 85: 1 15-124). 

Technisches Problem und dessen Losung durch die vorliegende Erfindung 

Der vorliegenden Erfindung lag also das technische Problem zugrunde, Tragerproteine bereit- 
1 5 zustellen, die insbesondere bei Verwendung von Escherichia coli als Wirtsorganismus nicht 
zu den oben genannten Nachteilen fuhren. 

Ein optimales Prasentationsverfahren muC folgende Aufgaben erfullen: 

1. Das zu prasentierende Peptid/Protein soil vorzugsweise in moglichst hoher Kopienzahl 
verankert auf der Oberflache einer Bakterienzellen vorliegen. 

20 2. Die Uberlebensfahigkeit soil durch die Peptid/Protein-Prasentation nldit_.beeintrachtigt 
werden. 

3. Die Anzahl der pro Zelle oberflachenprasentierten Peptid/Proteinmolekule sollte in weiten 
Grenzen regulierbar sein. 

Ein Verfahren zur bakteriellen Oberflachenprasentation, welches diese Anforderungen in al- 
25 len Punkten erfullt, ist bisher nicht beschrieben worden. 

Zusammenfassung der Erfindung 

Zur Losung der vorstehenden Aufgabe ist bei einem Verfahren zur Prasentation von Peptiden 
und/oder Polypeptiden auf der Oberflache von Wirtsbakterien vorgesehen, dass man (a) ein 
grammnegatives Wirtsbakterium bereitstellt, das transformiert ist mit einem Vektor, auf dem 
30 in operativer Verknilpfung mit einem exogen induzierbaren Promotor eine fusionierte Nuk- 
leinsauresequenz lokalisiert ist, welche: (i) einen Sequenzabschnitt, der ein im carboxytermi- 
nalen Bereich um wenigstens die C3-Domane verkiirztes Intimin kodiert, als 
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Verankerungsdomane und (ii) einen flir das zu prasentierende Passagierpeptid und/oder Pas- 
sagierpolypeptid kodierenden Nukleinsauresequenzabschnitt aufweist, und (b) das Wirtsbak- 
terium unter Bedingungen kultiviert, bei denen eine Expression der fusionierten Nuklein- 
sauresequenz und eine Presentation des von dem Nukleinsauresequenzabschnitt (ii) kodierten 
5 Peptids oder Polypeptids an der Oberflache des Wirtsbakteriums erfolgt, wobei der Nuklein- 
sauresequenzabschnitt (ii) gegentlber dem fur die Intimin-Membran-Verankemngsdomane 
kodierenden Nukleinsauredequenzabschnitt heterolog ist. 



Das verkurzte Intimin kann im carboxyterminalen Bereich von 280 Aminosauren um wenig- 
1 0 stens eine weitere der Domanen DO, Dl und/oder D2 verkiirzt sein (neben der Verkiirzung um 
die D3-Domane). 

Das erfindunggemafle Verfahren ermoglicht die Prasentation von Peptiden oder Polypeptiden 
auf der Oberflache von gramnegativen Wirtsbakterien mit hilfe bestimmter Intimin-basierter 
1 5 Verankerungsmodule. Es wurde gefunden, dass sich carboxyterminal verkurzte Intimine be- 
sonders gut als Verankerungseinheiten fur Passagierdomanen in der auBeren E.coli Zellmem- 
bran eignen. 

Die Erfindung basiert auf der Bereitstellung eines Genkonstruktes, bei dem ein spezielles 
Tragerprotein (ein Fragment des sog. Intimins s.u.) als Prasentationsanker verwendet wird. 

20 Zur Prasentation eines vorgebenen Peptids/Proteins wird das kodierende Gen an die kodie- 
rende Sequenz des Intimin-Genfragments im durchgehenden Leseraster fasioniert und da- 
durch das resultierende Fusionsprotein in der auBeren Membran verankert prasentiert. Uber- 
raschenderweise zeigt sich bei Verwendung eines Intiminfragments als Membrananker, dass 
eine sehr groBe Anzahl von Molekulen in der Bakterienmembran bereitgestellt werden kann A 

25 ohne daB die Uberlebensfahigkeit der Wirtsbakterien dadurch negativ beeinfluBt wird. (b) Es 
ist uns gelungen, durch kombinierte Regulation der Expression des Intimingens auf Tran- 
skriptions- und Translationsebene die Anzahl der Molekule pro Zelle nach Wunsch einzu- 
stellen. Bisher beschriebene Verfahren zur Regulation der Genexpression zum Zwecke der 
Einstellung oberflachenprasentierter Molekule leisten dies nicht. 

30 Intimin als Prasentationsanker 



In Weiterbildung der Erfindung ist vorgesehen, dass die verwendete Intimin- 
Verankerungsdomane in der auBeren Bakterienmembran aus der Gattung der Enterobacteria- 



WO 02/34906 PCT/DE01/04009 

-6- 

ceae abgeleitet wurde und in einem Wirtsbakterium einer Gattunt der Enterobacteriaceae 
verwendet wird. Weiter vorzugsweise ist die Verankerungsdomane ein Fragment des Intimins 
aus enterohamorrhagischen E.coli oder einer Variante von diesen. Besonders bevorzugt ist 
derzeit eine carboxyterminal verkurzte Variante des EaeA-Intimins aus enterohamorrhagis- 
5 chen Escherichia coli 0157:H7, das die Aminosauren 1 bis 659 oder alternativ die 
Aminosauren 1 bis 753 umfasst. 

Viele Stamme pathogener Bakterien besitzen Oberflachenstrukturen, wie Pili 5 Glycoproteine 
und andere Proteine, ebenso wie homopolymere und heteropolymere Kohlenhydrat- 
Glycokalices, mit denen sich Bakterien an eukaryontische Zelloberflachen anheften. Proteine 

10 der bakteriellen Zelloberflache, die als Intimine bezeichnet werden, spielen eine wichtige 
Rolle bei der festen Anheftung von enteropathogenen (EPEC) oder enterohamorrhagischen E. 
coli Bakterien (EHEC) an die Oberflache eukaryontischer Wirtszellen. Die Intimin- 
vermittelte Anheftung erlaubt den Bakterien eine Vermehrung auf der Oberflache der besie- 
delten Zellen. Intimin ist ein Vertreter einer Familie bakterieller Adhasionsmolekule, die im 

1 5 Bereich der aminoterminalen Region Sequenzhomologien untereinander aufweisen (McGraw 
et al (1999), MoL Biol. Evol. 16: 12-22). 

Die Zellbindeaktivitat von Intimin, des Genprodukts des Eae Gens, welches 939 Aminosaur- 
ereste umfasst, ist in den C-terminalen 280 Aminosaureresten lokalisiert. Intimin ist mit 
seiner aminoterminalen Domane in der auBeren Membran verankert, welche die carboxyter- 

20 minalen 280 Aminosauren exponiert. Diese 280 Reste kodieren drei Domanen, zwei Immun- 
globulin-ahnliche Domanen und eine Lektin-ahnliche Domane (Kelly et at (1999), Nat. 
Struct. Biol. 6: 313-318), welche fur die Bindung an Eukaryontenzellen verantwortlich sind. 
Die Struktur der Domanen Dl, D2, D3 ist bekannt, nicht jedoch die Struktur der aminotermi- 
nalen Domane (Kelly et al (1999), Nat. Struct. Biol. 6: 313-318). Der schematische Aufbau 

25 des Intimins und seine Verankerung in der aufleren Membran ist in Abb. 1 dargestellt. Ent- 
sprechende Domanen anderer Intimine lassen sich aus Sequenzvergleichen ableiten. 

Intimine zeigen mit Ausnahme der amino terminalen 200 Aminosaurereste Sequenzhomolo- 
gien zu Invasinen aus Yersinien und anderen Bakterien, welche den Eintritt des Bakteriums in 
kultivierte Saugerzellen tiber die Bindung an Integrine ermoglichen (Leong et al (1990), 
30 EMBO J. 9: 1979-1989). Integrine und Invasine sind zwar sequenzahnlich, werden aber 
bezuglich ihrer Funktion verschiedenen Proteinfamilien zugeordnet (Batchelor et al (2000), 
EMBO J. 19: 2452-2464). 
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Durch die Verwendung eines Fragments des Escherichia coli Intimins als Transporterdomane 
fur die bakterielle Oberflachenlokalisation von Passagierproteinen und Passagierpeptiden 
konnte ilberraschenderweise eine gegenuber dem Stand der Technik deutlich verbesserte 
Oberflachenprasentation von Peptiden oder Polypeptide^ insbesondere auch von kurzen 
5 synthetischen Peptiden mit einer Lange von vorzugsweise 6 bis 20 Aminosauren, von disul- 
fidverbriickten Peptiden und Polypeptide^ insbesondere Oligopeptiden auf der strukturellen 
Grundlage des Cystinknoten Faltungsmotivs (Pallaghy et ah (1994), Protein Sci. 3: 1833- 
1839) bzw. von bakteriellen (z.B: p-Laktamase-Inhibitorprotein) und eukaryontischen Poly- 
peptiden (z.B. Interleukin 4) erreicht werden. 

10 Identifizierung des Eae Intimins als Tragerprotein fur die Oberflachenexposition von 
Passagierproteinen 

Das bevorzugt verwendete Escherichia coli Intimin ist in der auBeren Membran von Escher- 
ichia coli lokalisiert und exponiert von Natur aus mindestens eine Proteindomane auf der 
AuBenseite der auBeren Membran. Das Escherichia coli Intimin ist in der auBeren Membran 
1 5 verankert und tragt an seinem carboxyterminalen Ende vier Domanen, die fur die Interaktion 
mit einem Rezeptorprotein auf der Oberflache von Epithelzellen notwendig sind. 

Ausgehend von der Arbeitshypothese, daB eine Substitution mindestens einer der Zellober- 
flachen-exponierten Intimindomanen durch eine heterologe Passagierdomane zu einer Ober- 
flachenexposition derselben fuhrt, wurde eine Genfusion aus einem fur ein Passagierprotein 
20 und einem fur ein Intiminfragment kodierenden Nukleinsauresequenzabschnitt hergestellt. 
Die Genfusion aus dem Intiminfragment und der Passagierdomane, die Vektorkonstruktion 
und die Expression in Wirktsbakterien im Vergleich zu einem anderen Oberflachen- 
Prasentationsverfahren sind in Beispiel 1 dargestellt. 

Generell wird fur die Genfusion das gewahlte Intimingen bzw. Genfragment durch Polymer- 
25 ase-Kettenreaktion amplifiziert und in einen fur die Expression in dem vorgesehenen Wirts- 
bakterium geeigneten Vektor kloniert. In denselben Vektor wird stromabwarts von dem 
gewahlten Intiminfragment in dasselbe Leseraster ein Gen fur ein zu prasentierendes Pas- 
sagierpeptid eingebracht. Der Vektor enthalt auBerdem einen exogen induzierbaren Promotor 
in operativer Verkntipfung mit dem Intimingen und dem damit fusionierten Passagierpeptid- 
30 gen. Weitere funktionelle Sequenzen, z.B. Markergene, konnen ebenfalls vorhanden sein. 

In Weiterbildung der Erfindung wird das Verfahren so ausgestaltet, dass die Expression des 
Fusionsgens aus dem fur das verkurzte Intimin und dem fur das Passagierprotein kodierenden 
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Nukleinsauresequenzabschnitt regulierbar ist, wobei (i) ein fur ein Glutamin codierendes Co- 
don des fur das verkurzte Intimin kodierenden Nukleinsauresequenzabschnitts durch ein am- 
ber Stopcodon (TAG) ersetzt ist und (ii) ein Escherichia coli Wirtsstamm verwendet wird, in 
dem eine Translation der mRNA des Fusionsgens dxirch Bereitstellung einer regulierbaren 
5 Menge an Suppressor-tRNA erfolgt, die ein Uberlesen des Stopcodons bei der Translation 
ermoglicht. Dieses Verfahren ermoglicht eine wirksame Regulation der Expression des 
prasentierten Abschnitts innerhalb der Wirtszelle und ist bei praktisch alien bekannten 
Prasentationsverfahren ntltzlich. 

Bei dem weitergebildeten Verfahren wird ein CAG-Codon innerhalb des Intiminfragments 
10 gegen ein TAG-Stopcodon ausgetauscht Dies geschieht beispielsweise durch Klonierung 
eines PCR-Fragments, wobei das CAG-Codon Nummer #35 im Intimin gegen ein TAG- 
Stopcodon ausgetauscht wird. Bei Verwendung eines amber Suppressorstammes wird dieses 
Stopcodon uberlesen und an dieser Stelle ein Glutaminrest eingebaut. Da die Effizienz der 
amber Suppression niedrig ist, werden dadurch weniger Molekule synthetisert, als bei Abwe- 
15 senheit des Stopcodons. Dadurch wird erreicht, dass die Zahl der oberflachenprasentierten 
Molekule in einem fur die Zelle tolerablen Umfang bleibt (siehe hierzu Christmann et al. 
(1999), Protein Eng. 12: 797-806). Als Vektor kann jeder insbesondere zur Expression in 
E.coli verwendbare Expressionsvektor verwendet werden, als Ausgangsvektor geeignet ist 
u.a. der Vektor pASK75 (siehe unten). 

20 Regulation der Genexpression 

Ublicherweise erfolgt die Regulation der Expression eines Genes dadurch, dass die kodier- 
ende Sequenz eines Gens unter die Kontrolle eines Promotors gebracht wird, bei dem die An- 
zahl der pro Zeiteinheit generierten Transkripte durch die Konzentration eines exogen zuge- 
setzten Induktormolekuls reguliert werden kann. Hierfur kommen z.B. der /ac-Promotor, der 

25 ara-Promotor oder der te^4-Promotor in Frage (Lutz &Bujard (1997, Nucleic Acids. Res. 
25:1203). Eine Regulation der Genexpression mit dem Ziel der Einstellung einer erwiinschten 
Anzahl an Oberflachen-prasentierten Molekulen pro Bakterienzelle durch kontrollierte In- 
duktion der Transkription der Gene von Oberflachen-exponierten Fusionsproteinen ist bisher 
nicht befriedigend gelungen. Die Variation der Konzentration eines zugesetzten Induktors 

30 fuhrte bisher nicht zu einer von der Konzentration des Induktors abhangigen Akkumulation 
von Fusionsproteinen auf der Oberflache der Bakterienzelle (Daugherty et al (1999), Protein 
Eng. 12: 613-621). Eine geringfugige Verbesserung wurde erzielt durch die Einstellung der 
Nettoakkumulation uber die Induktionszeit. Das bedeutet, dass einer Bakterienkultur der In- 
duktor der Transkription zugesetzt wird, worauf die Zellen verschieden lange mit Induktor 



WO 02/34906 PCT/DE01/04009 

-9- 

inkubiert werden. Je langer die Induktionszeit ist, umso hoher ist die Anzahl der oberflachen- 
prasentierten Zellen pro Zelle. Dieses Verfahren ist fur hochparallele biotechnologische An- 
wendungen nicht geeignet, da es Probennahmen zu verschiedenen Wachstumszeiten erfor- 
dert, auflerdem befinden sich die Zellen je nach Wachstumszeit und erreichter optischer Di- 
5 chte in unterschiedlichen physiologischen Zustanden. 

Das von uns entwickelte Verfahren hebt diese Nachteile auf. Die Kontrolle der Genex- 
pression erfolgt auf zwei Ebenen, namlich auf Ebene der Transkription und auf der Ebene der 
Translation. 

In einer erfindungsgemaBen Vorgehensweise werden dazu Fusionsproteine hergestellt, bei 

1 0 denen ein fur Glutamin kodierendes Codon (CAG) des fur das Intimin oder Intiminfragment 
kodierenden Nukleinsauresequenzabschnitts durch ein amber Stopcodon (TAG) ersetzt ist. 
Dieses Codon ist bevorzugt das erste Glutamincodon der Aminosauresequenz des Intimins 
oder Intiminfragments. Ebenso kann ein anderes Codon innerhalb der ersten 100 
Aminosauren des Intimins oder Intiminfragments gegen TAG ausgetauscht sein. Es wird nun 

1 5 in trans in einem E. coli Stamm eine modifizierte Glutaminyl-tRNA angeboten, die den ge- 
netischen Marker supE tragt. Diese supE tRNA ist in der Lage, bei der Translation mit einem 
TAG-Codon zu paaren und eine Suppression des Translationsstopps herbeizufuhren. Er- 
findungsgemafl ist ein E. coli Wirtsbakterium, welches einen das supE Gen kodierenden 
Nukleinsauresequenzabschnitt in operativer Verkntipfung mit einem regulierbaren Promotor 

20 enthalt. Bevorzugt ist hierbei der PLlac-Promotor, bei dem die Expressionsstarke und damit 
die Syntheserate von supE Transfer-RNA durch die Menge an dem Wachstumsmedium der 
Wirtsbakterien zugesetzten Induktor IPTG reguliert werden kann. In einem typischen Beispiel 
ist der Nukleinsauresequenzabschnitt, welcher fur ein supE tRNA Gen in operativer Verkntip- 
fung mit einem regulierbaren Promotor kodiert in einem Vektor lokalisiert, welcher zum Ex- 

25 pressionsvektor kompatibel ist. Die Transkription des Gens fur das Intimin-Passagierdomane- 
Fusionsprotein wird durch Zugabe eines Induktors angeschaltet (hier Anhydrotetrazyklin). 
Durch Variation der Menge an IPTG-Induktor werden unterschiedliche und frei einstellbare 
Mengen an Suppressor tRNA zur Synthese der Intimin-Fusionsproteine in der Zelle zur Ver- 
fugung gestellt. Die Menge an bereitgestellter supE tRNA determiniert letztlich die Anzahl 

30 der durchschnittlich auf der Oberflache einer Bakterienzelle prasentierten Passagierdomanen. 
Das neu entwickelte Expressionsverfahren ist in Abb. 5 schematisch dargestellt. 
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Ausffihrungsformen 

Beim erfindungsgemaBen Verfahren wird em Wirtsbakterium bereitgestellt, das mit einem 
bzw. mehreren kompatiblen Vektoren transformiert ist. Ein solcher Vektor enthalt in opera- 
tiver Verknupfung mit einem Promoter und gegebenenfalls weiteren fur die Expression erfor- 
5 derlichen Sequenzen eine fusionierte Nukleinsauresequenz. Diese fusionierte Nukleinsaure- 
sequenz umfaBt (a) einen ein Intiminfragment kodierenden Nukleinsauresequenzabschnitt, 
welcher eine Presentation des von Abschnitt (b) kodierten Peptids oder Polypeptids auf der 
AuBenseite der auBeren Membran des Wirtsbakteriums ermoglicht und (b) einen das zu 
prasentierende Protein und oder Peptid kodierenden Nukeinsauresequenzabschnitt 

10 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform betrifft die vorliegende Erfindung daher ein Intimin, 
ein Fragment des Intimins oder ein zu Intimin homologes Tragerprotein, das eine Trans- 
porterfunktion ausubt und eine Oberflachenexposition von rekombinanten Proteinen in 
Wirtsbakterien in hoher Kopienzahl ermoglicht. Hierbei handelt es sich um das aminotermi- 
nale Fragment des Eae Intimins aus enterohamorrhagischen Escherichia coli Serotyp 

15 0157:H7 (Louie et ah (1993), 61: 4085-4092), welches von Aminosaure 1 bis 659 reicht 
Neben dieser spezifischen Sequenz ist auch die Verwendung von Varianten erfindungsgemafi, 
die beispielsweise durch Veranderung oder Deletion der Aminosauresequenz in den nicht fur 
die Translokation durch die Cytoplasmamembran und Lokalisation in der auBeren Membran 
notwendigen Sequenzabschnitten erzeugt werden konnen. 

20 In einem weiteren typischen Beispiel handelt es sich bei dem verwendeten Transporterprotein 
um das gamma Intimin aus E. coli (Genbank Accession Nr. (AF081182), das Intimin aus E. 
coli Ol 1 1:H- (Genbank Accession Nr. AAC69247) oder Intimin aus anderen Escherichia coli 
Serotypen oder das Intimin aus Citrobacter freundii (Genbank Accession Nr. AAA23097). 
Die DNA Sequenzen und die davon abgeleiteten Aminosauresequenzen der zuvor genannten 

25 Intimine sind an den unten angefuhrten Stellen als NCBI-Zitate (National Center for Biotech- 
nology Information, U.S.A.) zu finden. 

Weitere Intimindomanen konnen aus in Datenbanken vorliegenden Proteinsequenzen, aus 
Proteinsequenzen, die auf in Datenbanken verftxgbaren DNA-Sequenzen basieren, oder aus 
durch Sequenzanalyse direkt oder indirekt tiber die DNA-Sequenz bestimmten Proteinse- 
30 quenzen abgeleitet werden. Die entsprechenden kodierenden Regionen (Gene) konnen zur 
Herstellung von Vektoren oder Fusionsproteingenen, die eine effektive Oberflachenexpres- 
sion von Passagierproteinen in Gram-negativen Bakterien, insbesondere Escherichia coli er- 
moglichen, verwendet werden. 
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Oberflachenprasentation bzw. -exposition bedeutet erfindungsgemaB, dass die Fusionspro- 
teine bzw. Passagierdomanen auf der dem Medium zugewandten Seite der auBeren Bak- 
terienmembran lokalisiert sind. Oberflachenexponierte Passagierproteine sind in intakten 
Gram-negativen Bakterien frei zuganglich fur Bindungspartner. 

5 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ermoglicht die vorliegende Erfindung also die Ober- 
flachenprasentation von Peptiden oder in einer weiteren Ausfuhrungsform die Oberflachen- 
prasentation von Peptidbibliotheken in Gram-negativen Bakterien, insbesondere in E. coli und 
deren Verwendung zur Bestimmung der Affinitat zu einem Antikorper oder einem anderen 
Rezeptor. 

10 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ermoglicht die vorliegende Erfindung die 
Kartierung von Epitopen und die Isolierung monospezifischer Antikorper aus einem Antikor- 
pergemisch. Epitopkartierung bedeutet, dass das Peptid mit der hochsten Affinitat zu einem 
Antikorper oder einem anderen Rezeptor oberflachenexponiert auf dem produzierenden 
Stamm identifiziert wird. Dabei wird ein entscheidender Vorteil der vorliegenden Erfindung 

15 gegenilber fur solche Anwendungen verwendeten Phagensystemen (Makowski (1993), Gene 
128: 5-11; Kuwabara et al (1997), Nat. Biotechnol. 15: 74-78) zur Expression von Peptid- 
bibliotheken deutlich. In dem erfindungsgemaBen bakteriellen System erfolgt mit der Identi- 
fizierung eines die gewunschte Bindungseigenschaft tragenden Peptids gleichzeitig die Se- 
lektion des klonalen Produzenten. Dieser kann unmittelbar vermehrt werden. In einem typ- 

20 ischen Beispiel werden klonale Nachkommen des Produzenten zur Reinigung bzw. Isolierung 
eines Antikorpers oder eines anderen Rezeptors aus einem Molekiilgemisch verwendet. Dies 
geschieht durch Bindung der Rezeptormolekule mit hoher Affinitat an die auf der bakteriellen 
Oberflache exponierten Peptidmolekule, gefolgt von der Abtrennung der nicht gebundenen 
Molekule durch Zentrifugation und/oder Filtration und Ablosen der monospezifischen An- 

25 tikorper oder Rezeptormolekule von den oberflachenexponierten Peptiden. 

Mit der V ermehrung des das gewunschte Peptid oder Protein Oberflachen-exponiert ex- 
primierenden Stammes erfolgt eine Amplifikation des entsprechenden kodierenden Gens, 
dessen Sequenzanalyse eine eindeutige und einfache Identifizierung und Charakterisierung 
des Peptids oder Proteins erlaubt. Eine so hergestellte Peptidbibliothek enthalt also Fusion- 
30 proteine, zusammengesetzt aus einem Intimin oder einem Intiminfragment und einem Peptid 
oder Protein, welches in einem Gram-negativen Bakterium, bevorzugt E. coli Oberflachen- 
exponiert produziert wird. In einem typischen Beispiel wird durch Klonierung von an aus- 
gewahlten Positionen degenerierten, synthetischen Oligonukleotiden hinter die kodierende 
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Sequenz des Intimins oder Intiminfragments die hohe Varianz der verschiedenen exprimierten 
Proteine erreicht. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ermoglicht das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren die Oberflachenexpression und die Variation eines Peptids oder Polypeptids mit einer 
5 Affinitat zu einem Bindungspartner, einem Liganden, einem Rezeptor, einem Antigen, einem 
Protein mit enzymatischer Aktivitat, einem Antikorper oder einer Antigen-bindenden 
Domane eines Antikopers. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Herstellung einer varianten Population von ober- 
flachenexponierten Peptiden und zur Identifizierung von Bakterien, die Peptide oder Poly- 
1 0 peptide mit einer gewunschten Eigenschaft tragen, gliedert sich in folgende Schritte: 

1) Herstellung mindestens eines Fusionsgens durch Klonierung der kodierenden Sequenz 
eines gewunschten Passagiers im durchgehenden Leseraster stromabwarts eines Intimin- 
gens oder Intimingenfragments in mindestens einen Vektor. 

2) Variieren des Passagiers durch Klonierung von Passagieren aus einem Gengemisch oder 
15 durch ortsgerichtete Mutagenese, z.B. durch Polymerasekettenreaktion (PGR) unter Ver- 

wendung von Oligonukleotiden mit gezielt ausgetauschten Basen, durch Zufallsmuta- 
genese unter Verwendung von Oligonukleotidgemischen mit zufallsmaBig erzeugten 
Basenabfolgen in ausgewahlten Sequenzabschnitten in der PGR, durch error-prone PCR, 
durch zufallsgesteuerte chemische Mutagenese oder durch Verwendung energiereicher 
20 Strahlung. 

3) Einbringen des Vektors oder der Vektoren in Wirtsbakterien. 

4) Exprimieren des Fusionsgens in den Wirtsbakterien, die dann das Fusionsprotein stabil auf 
ihrer Oberflache exprimieren. 

5) Kultivieren der Bakterien in Fliissigkultur oder auf Agarplatten zur klonalen Expansion. 

25 6) gegebenenfalls Selektionieren der Bakterien, die den Passagier mit den gewunschten Ei- 
genschaften tragen und 

7) gegebenenfalls die Charakterisierung des selektionierten Passagiers durch Sequenzierung 
des das Passagierpeptid oder -Polypeptid encodierenden Nukleinsauresequenzabschnitts 
und 

30 8) gegebenenfalls die Isolierung und Reinigung eines Bindungspartners fur den Passagier mit 
den optimalen Eigenschaften. 
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Dabei kann dieses Verfahren mehrmals durchlaufen werden. 

Die Isolierung der Bakterien mit einem stabil exponierten Fusionsprotein mit den ge- 
wiinschten Eigenschaften erfolgt in einer bevorzugten Ausfuhrungsform dieses Verfahrens 
durch Bindung an einen immobilisierten oder/und markierten Bindungspartner, z.B. einen 
5 Matrix-fixierten Bindungspartner, einen Magnetpartikel-markierten Bindungspartner oder 
einen chromogen oder fluorogen markierten Bindungspartner. 



Bakterielle Oberflachenprasentation von Proteinfragmenten, Epitopkartierung und 
Isolierung monospezifischer Antikorper 

1 0 Jedes Protein tragt viele antigene Determinanten auf seiner Oberflache. Daher wird die Im- 

munantwort auf ein solches Molekul immer in der Stimulierung vieler B-Lymphozyten und 

der Produktion ebenso vieler Antikorperspezies bestehen. Fur die immunologische Forschung 

ist die Kenntnis der Aminosauresequenz solcher Epitope von groBer Bedeutung. 

Fiir viele Anwendungen ware es von Vorteil, wenn man nach der Kartierung von Epitopen 
15 direkt groBe Mengen monospezifischer Antikorper aus dem kartierten Serum gewinnen 
konnte. Monospezifische Antikorper sind monoklonal in ihren Eigenschaften gleichwertig 
und werden auch kommerziell vertrieben. Um solche Antikorper zu isolieren, mussen die 
Peptide, die das Epitop umfassen, an eine Matrix gekoppelt werden. Danach wird das Serum 
uber diese Matrix geleitet, und anschlieBend werden die spezifisch an das gewiinschte Anti- 
20 gen bindenden Antikorper eluiert. In diesem Beispiel der Anwendung der Intimin-basierten 
bakteriellen Oberflachenprasentation wurden Epitop-prasentierende E. coli Zellen als eine 
solche Matrix eingesetzt. 

Eine Ubersicht zur Vorgehensweise bei der Kartierung von Epitopen mittels Intimin- 
vermittelter Zelloberflachenprasentation ist in Abb. 9 gezeigt. Die Anwendung dieses Ver- 
25 fahrens ist in Beispiel 2 dargestellt. 

Isolierung von Peptiden mit Affinitat zu einem vorgegebenen Zielprotein durch Intimin- 
basierte Oberflachenprasentation kombinatorischer Peptidbibliotheken 

Um zu tiberprufen, ob Intimin-basierte bakterielle Oberflachenprasentation dazu geeignet ist, 
aus einem molekularen Repertoire von Oberflachen-prasentierten Peptidvarianten solche mit 
30 Affinitat zu einem vorgegebenen Zielprotein zu isolieren, wurde eine Bibliothek von Varian- 
ten des 28 Aminosauren umfassen Cystinknoten-Proteins EETI-II generiert. EETI-II ist ein 
im Kurbisgewachs Ecballium elaterium vorkommender Inhibitor von Trypsinproteasen. Die- 
ses Peptid wird durch drei intramolekulare Disulfidbriicken stabilisiert, die eine Reihe von 
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Oberflachenschleifen aufspannen (beschrieben in Wentzel et aL (1999), J. Biol. Chem. 274: 
21037-21043). Es wurde eine Bibliothek von EETI-II Varianten generiert, bei der die 
Losungsmittel-exponierten Reste zweier Schleifenregionen randomisiert sind. Die experi- 
mentelle Durchfuhrung dieses Ausfuhrungsbeispiels ist in Beispiel 3 dargestellt. 

5 Die Erfindxing wird im folgenden anhand einiger experimenteller Beispiele naher erlautert, 
die das Verstandnis der Erfindung erleichtern, jedoch nicht zur Beschrankung der Erfindung 
auf diese Beispiele dienen sollen. Der Fachmann wird selbst erkennen, welche Alternativen 
auf Basis dieser Beispiele im Rahmen der Erfindung moglich sind. 
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Kurze Beschreibung der Figuren: 

Zur Erlauterung der Erfindung dienen ferner die beigefugten Figuren. Im einzelnen zeigen: 



Figur 1: Schematische Darstellung des Aufbaus ernes Intimins. OM: Outer Membrane. 

DO bis D3: extrazellulare Domanenen 1 bis 4. Dem hier bevorzugten Intimin- 
firagment, welches als Trager fur Passagierdomanen dient, fehlen die Domanen 
D2 und D3. 



Figur 2: Schematische Darstellung des Expressionsvektors pASK-INT-EETI-CK . 
10 Intimin: Kodierende Sequenz fur das Intimingenfragment, etag: Kodierende 

Sequenz fur eine Epitopsequenz (Etag); eeti: kodierende Sequenz fur das 
EETI-II Mikroprotein; cat: Gen fur Chloramphenicolacetyltransferase; tetR: 
Gen flir Tet-Repressor; bla: Gen fur p-Laktamase. 



15 Figur 3: Durchfluflzytometrische Analyse der bakteriellen Oberflachenprasentation 
eines Intimin-EETI-II Mikroprotein Fusionsproteins. 

Figur 4: Uberlebensraten von E. coli Zellen, die vermittels des Intiminmembranankers 
ein Mikroprotein auf der bakteriellen Zelloberflache prasentieren. 

20 

Figur 5: Schematische Darstellung der Kontrolle der Genexpression durch supE- 
vermittelte Translationskontrolle. 



Figur 6a: Nukleotidsequenz und genetische Organisation des durch die PCR-Primer 
25 SupE2-Eco-up und SupE2-Mlu-lo amplifizierten Seqzenzabschnitts des E. coli 

Genoms aus BMH71-18. Die tRNA-codierenden Gene sind durch Fettdruck 
hervorgehoben. 



Figur 6b: Schematische Darstellung des Vektors pZA22-MCSl (Lutz & Bujard (1997), 
30 Nucleic Acids. Res. 25:1203) und des aus dem Einbringen des supE-Gens re- 

sultierenden Vektors pZA22-supE.. PL-lac-Ol: Hybride Opera- 
tor/Promotorregion aus PL-Operator und lac-Promotor; RBS: Ribosomale Bin- 
dungsstelle. MCS-1: Polylinkersequenz. PI 5 A: Replikationsursprung; KanR: 
Kanamycinresistenzgen. 

35 

Figur 7: Schematische Darstellung des Vektors pREP4-supE. Plac-supE: Hybride Ope- 
rator/Promotorregion aus PL-Operator und lac-Promotor (Lutz & Bujard, 
(1997) Nucleic Acids. Res. 25: 1203) gefolgt von einem das supE Gen enthal- 
tenden Sequenzabschnitt. P15A: Replikationsursprung; KanR: Kanamycinresi- 
40 stenzgen, lad: Gen fur den ZaoRepressor. 
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Figur 8: Regulation der Synthese und Oberflachenprasentation von Intimin-verankerten 
Passagierdomanen durch kontrollierte Bereitstellung von supE-tRNA. 

Figur 9: Vorgehensweise bei der Kartierung linearer Peptidepitope 

5 

Figur 10: Darstellung der beiden Linkermolekiile resultierend aus der Hybridisierung 
von 4 Oligonukleotiden, die die entsprechenden Vektorschnittstellen 
{AvaVBamYS) generieren. 

1 0 Figur 1 1 Lage der identifizierten Epitope in der Proteinsequenz von PMS1 



Figur 12: A) PMS1KL6 markiert mit gereinigten Antikorpern gegen Klon 7 (1) und mit 
gereinigten Antikorpern gegen sein eigenes Epitop (2); B) PMS1_KL7 mar- 
kiert mit gereinigten Antikorpern gegen Klon 6 (1) und mit gereinigten Anti- 
1 5 korpern gegen sein eigenes Epitop (2). 

Figur 13: Aminosauresequenz des Repertoires an EETI-II Varianten. Aminoauren im 1- 
Buchstabencode. In kursiv sind die beiden Schleifenregionen eingezeichnet, in 
denen Aminosaurepositionen (X) randomisiert wurden 

20 

Figur 14: Anreicherung von Mikroproteinen, die anti-p-Laktamase Antikorper binden. 

Die Zellen wurden jeweils wie im Text beschrieben mit anti-p-Laktamase An- 
tikorper markiert. A) Unselektierte Bibliothek markiert mit anti-P-Laktamase 
Serum, anti-Kaninchenantikorper (Biotin Konjugat) und Streptavidin-R- 
25 Phycoeiythrin; in das angelegte Fenster (Fluoreszenzkanal 300-1024) fallen 

1,6 % der Zellen. B) zweite Runde der Sortierung (Markierung wie A); C) 
dritte Runde (Markierung wie A). 

Figur 15: Aminosauresequenz der 6 EETI-Varianten die mit dem anti-P-Laktamase An- 
30 tikorper interagieren; randomisierte Aminosauren sind grau unterlegt, unter- 

strichene weisen eine Mutation in der DNA-Sequenz gegenilber dem Wildtyp- 
Gen auf. Fur die hintere Schleifenregion zeichnet sich eine Konsensussequenz 
fur die Bindung an den Anti-p-Laktamase Antikorper ab. 



35 
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Beispiele 

Beispiel 1; Genfusion aus einem fur ein Passagierprotein und einem fur ein Intimin- 
fragment kodierenden Nukleinsauresequenzabschnitt Vektorkonstruktion und Ver- 
5 gleichsbeispiel 

Als Passagier wurde fur ein erstes Beispiel das Cystinknotenpolypeptid EETI-II, ein 28 
Aminosaurereste umfassender Inhibitor von Trypsinproteasen ausgewahlt (wie schon ver- 
wendet bei: Wentzel et al (1999), J. Biol. Chem. 274: 21037-21043; Christmann et al 
(1999), Protein Eng. 12: 797-806). 

10 Hierzu wurde das Intimingen eae (Genbank Accession Z11541) aus EHEC 0157:H7 Stamm 
933 Bakterien mit Hilfe der Oligonukleotide Intiminup und Intiminlo mittels Polymerase 
Kettenreaktion amplifiziert. Als Templat wurden durch Kochen inaktivierte EHEC 0157:H7 
Bakterien eingesetzt. Das Gen wurde amplifiziert mit folgenden Amplifikationsbedingungen: 
30 s 94 °C, 30 s 53 °C und 2 min 72 °C 3 30 Zyklen. 

15 Das Oligonukleotid Intiminup hybridisiert von Nukleotid 69 bis 88 des eae Gens. Dieser Se- 
quenzabschnitt beinhaltet das ATG Startcodon, sowie die stromabwarts liegenden 17 Nuk- 
leotide. Dieses Oligonukleotid enthalt 5' zusatzliche Sequenzen, die eine Klonierung des 
PCR-Produktes 5'-seitig in die Xbal Schnittstelle des Vektors p ASK2 1 TE-EETI-CK Send 
(Christmann et al (1999), Protein Eng. 12: 797-806). Das Oligonukleotid Intilol hybridisiert 

20 von Nukleotid 2028 bis 2045 des eae Gens und enthalt 5'-seitig die codierende Sequenz fur 
eine Mlul Schnittstelle, welche die Klonierung 3' seitig in die EcoRI Schnittstelle des Vektors 
pAsk21-EETI erlaubt. Das PCR-Produkt enthalt somit die kodierende Nukleinsauresequenz 
fur die Codone 1 bis 659 des Intimins. Im resultierenden Vektor pASK-Inti-EETI ist somit in 
operativer Verkniipfung mit dem tetA Promotor/Operator ein tripartites Fusionsgen 

25 lokalisiert, welches besteht aus (a) der codierenden Nukleinsauresequenz fur Intimin von Co- 
don 1 bis 659, (b) der kodierenden Nukleinsauresequenz fur ein 17 Aminosauren umfassendes 
Epitop aus dem humanen Gla Protein (Etag; Kiefer et al (1990), Nucleic Acids Res. 18: 
1909) und (c) der kodierenden Nukleinsauresequenz fur das Cystinknotenpolypeptid EETI- 
CK Send (Christmann et al (1999), Protein Eng. 12: 797-806); Abb. 2). 

30 Durch Klonierung eines PCR-Fragments wurde das CAG-Codon Nummer #35 in Intimin 
gegen ein TAG-Stopcodon ausgetauscht. 
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Um das Expressionslevel mit bisherigen Verfahren zur Oberflachenprasentation vergleichen 
zu konnen, wurde ein zweites Plasmid herangezogen (pASK21TE-EETI-CK Send ), bei dem die 
Intiminsequenz durch ein verkiirztes OmpA-Fragment ersetzt ist (Christmann et al. (1999), 
Protein Eng. 12: 797-806). 

5 Als Bakterienstamm fur die Genexpression wurde der Stamm BMH71-18 verwendet (Christ- 
mann et al (1999), Protein Eng. 12: 797-806). 

BMH71-18: [P /acl q /acZAM15, proA + B*; A(lac-proAB), supE, thi\ 

Die transformierten Zellen wurden bei 37°C bis zu einer optischen Dichte von 0,2 bis 0,4 
anwachsen lassen. Die Expression des Fusiongens wurde durch Zugabe von 0,2 p,g/ml Anhy- 

10 drotetrazyklin induziert Die Oberflachenprasentation wurde tlber die Bindung eines mono- 
klonalen Anti-Etag-Antikorpers an die Oberflache der Zellen liber eine indirekte Fluo- 
reszenzmarkierung nachgewiesen. Hierfur wurden die Zellen nach einer Stunde Inkubation 
abzentrifugiert und genau wie bei Christmann et ah (1999), Protein Eng. 12: 797-806) 
beschrieben sukzessive mit monoklonalem Anti-E-tag Antikorper, biotinyliertem Anti-Maus- 

15 Antikorper und mit Streptavidi, Phycoerythrin-Konjugat inkubiert. Die markierten Zellen 
wurden im DurchfluBzytometer vermessen (Abb. 3). Das FACS-Diagramm zeigt die Fluo- 
reszenz von Zellen, die kein Fusionsprotein produzieren (Negativkontrolle, A), solchen die 
das Intimin-Etag-EETI Fusionsprotein produzieren (B) und zum Vergleich von solchen Zel- 
len, die mit einem Plasmid transformiert sind, bei dem der Intimin-Membrananker durch 

20 einen dem bisherigen Sder Technik entsprechenden lpp-OmpA Membrananker ersetzt ist (C). 

Wie aus dieser Abbildung zu entnehmen ist, zeigen die Zellen, bei denen eine Intimin- 
vermittelte Presentation des Fusionspartners stattfindet eine ca. 10-fach hohere Fluoreszenz 
als die Zellen mit herkommlichem Membrananker. Dieser Befund zeigte uberraschender- 
weise, dass durch Einsatz des Intimin-Membranankers ca. 10 mal mehr Molekule des 

25 Passagierproteins auf der Bakterienoberflache zur Verfiigung stehen. Daruberhinaus 
wird die Uberlebensfahigkeit der Zellen, die bei bisher beschriebenen Verfahren der Uber- 
pression von membranverankerten Passagierproteinen stark abnimmt, durch die Uberpro- 
duktion des Fusionsproteins aus Intiminfragment und Passagierdomane nicht nen- 
nenswert beeintrachtigt. Nachfolgend ist die Uberlebensrate der Zellen vor und 1, 2 und 4 

30 Stunden nach Induktion der Expressions des Fusionsproteins gezeigt (Abb. 4). 
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Kombinierte Verwendung von supE tRNA in Wirtsorganismen und amber Stopcodon 
im Intiminfragment 

Durch Klonierung eines PCR-Fragments wurde das CAG-Codon Nummer #35 in Intimin 
gegen ein TAG-Stopcodon ausgetauscht. Bei Verwendung eines amber Suppressorstammes 
5 wird dieses Stopcodon uberlesen und an dieser Stelle ein Glutaminrest eingebaut. Da die Ef- 
fizienz der amber Suppression niedrig ist, werden dadurch weniger Molekiile synthetisiert, als 
bei Abwesenheit des Stopcodons. Dadurch wird sichergestellt, dass die Zahl der oberflachen- 
prasentierten Molekiile in einem fur die Zelle tolerablen Umfang bleibt (siehe hierzu Christ- 
mann et ah (1999), Protein Eng. 12: 797-806). Die Nukleotidsequenz des 5'-terminalen und 
10 des '3'-terminalen Teils des Intimingens im Expressionsvektors pASK-INT-EETI-CK send ist 
in Abb. 2 dargestellt, das amber Stopcodon #35 ist dabei durch Fettdruck hervorgehoben. 

Um das supE zu erhalten, wurde der amber Suppressor Stamm BMH71-18 als PCR Templat 
verwendet. 

BMH71-18: [P /acl q /acZAM15, proA + B+; A(lac-proAB), supE, thi\ 
1 5 Das Gen wurde unter Verwendung der Primer SupE2-Eco-up und SupE2-Mlu-lo unter Stan- 
dardbedingungen aus dem Genom amplifiziert. Die Sequenz des Genomabschnitts und die 
Primer sind in Abbildung 6a eingezeichnet. 

Zur Amplifikation wurden die beiden PCR-Primer supE2-Eco-up und SupE2-Mlu-lo verwen- 
det. Das supE-Gen liegt in einem Cluster von tRNA-Genen, die polycistronisch transkribiert 

20 und anschlieflend durch spezifische RNAsen prozessiert und freigesetzt werden. Mit diesen 
Oligonukleotiden wird das supE-Gen und jeweils stromaufwarts und stromabwarts minde- 
stens ein zusatzliches tRNA-Gen amplifiziert. Auflerdem fuhren die Primer eine EcoRI- und 
eine Mini Schnittstelle ein. Der resultierende DNA-Abschnitt wurde mit EcoBl und Mlul ge- 
spalten und in den mit EcoRI und Mlul gespaltenen Vektor PZA22-MCS1 (Lutz & Bujard 

25 (1997), Nucleic Acids. Res. 25: 1203) gebracht, wie in Abb. 6b dargestellt. 

In diesem Vektor befindet sich der das supE-Gen enkodierende Sequenzabschnitt nunmehr 
unter der Kontrolle des mit IPTG induzierbaren PLlacO-1 Promotor/Operators MCS1 (Lutz 
&Bujard 5 Nucleic Acids. Res. 1997, 25:1203), Der Promotor/Operator und der stromabwarts 
liegende swpi^-Gensequenzabschnitt wurde durch Spaltung des resultierenden Plasmids mit 

30 XIiol und Xbal entnommen. Die Enden wurden mit T4-Polymerase in Gegenwart von dATP, 
dGTP, dCTP und dTTP aufgefiillt. Das resultierende Fragment wurde in den mit Smal ge- 
spaltenen Vektor pRep4 (Qiagen) eingesetzt. Eine schematische Karte des resultierenden 
Vektors ist in Abb. 7 gezeigt. 
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Von pREP4-supE kann durch IPTG-Induktion die Transkription des supE-Gem und damit die 
Bildung von supE-tRNA induziert und durch Variation der Menge an Induktor auch gesteuert 
werden. Zum Nachweis der Regulierbarkeit der Expression oberflachenprasentierter Proteine 
wurde das Plasmid pREP4-supE in den E. coli Stamm WK6 [{lac-proAS), thi, rpsL, naT\ 
5 F7acl q , lacZM15,/?roA-HB+] eingebracht. Dieser Stamm besitzt kein chromosomal kodiertes 
supE-Gsn. Zusatzlich wurde der Stamm mit dem Expressionsplasmid pASK-INT-EETI- 
Qjrsend ( s Q ) transformiert. Der nunmehr mit zwei Plasmiden transformierte E. coli Stamm 
wurde in Parallelansatzen in Gegenwart steigender Mengen an IPTG angezogen (0 5 5, 10, 15, 
20, 30, 40, 50, 1000 juM). Bei Erreichen einer Optischen Dichte von 0,2 wurde 0,2 jug/ml 

1 0 Anhydrazyklin zur Induktion der Transkription des Intimingens zugegeben. Nach einer Stun- 
de Induktion wurden die Zellen geerntet. Die Zellen wurden sukzessive mit Anti-Etag Anti- 
korper, biotinyliertem Ziegen-Anti-Maus Antikorper und schlieBlich mit Phycoerythrin ge- 
koppeltem Streptavidin markiert (siehe oben). Die pro Zelle dadurch hervorgerufene Fluores- 
zenz ist dabei proportional zur Anzahl der auf der Oberflache der Zelle prasentierten Intimin- 

1 5 Fusionsproteine. Die zellulare Fluoreszenz wurde durchfluBcytometrisch bestimmt. Wie aus 
Abb. 8 hervorgeht, ist die Intensitat der Fluoreszenz pro Zelle - und damit die Anzahl der 
prasentierten Molekule - direkt mit der Menge an IPTG-Induktor korreliert und kann in wei- 
ten Bereichen moduliert werden. 

20 

Beispiel 2: Bakterielle Oberflachenprasentation von Proteinfragmenten, Epitopkar- 
tierung und Isolierung monospezifischer Antikorper 

Das Gen fur PMS1 aus der Hefe S. cerevisiae (Genbank Accession Nr. M29688) wurde als 
Modellantigen verwendet. Das Gen (2.7 kB) wurde mit Hilfe der PCR-Primer PMSlup und 

25 PMSUo aus 5. cerevisiae amplifiziert. Die DNA wurde mit dem Nukleotrap-PCR Kit (Ma- 
chery und Nagel) aufgereinigt. Der DNAse I Verdau wurde in vier verschiedenen Ansatzen 
mit 1,8*10- 2 , 2,7*10" 2 , 3,6*10" 2 und 0,18 u DNAsel in Gegenwart von 2mM MnCl 2 durchge- 
fuhrt Pro Ansatz wurden 5 |ig DNA eingesetzt. Die Restriktionsspaltung wurde nach 10 min 
bei RT durch Zugabe von 500 mM EDTA abgestoppt. Die entstandenen Fragmente wurden 

30 nach Anfarben mit Ethidiumbromid auf einem 12,5 %igen Polycrylamidgel aufgetrennt. Es 
wurden Fragmente im GroBenbereich von 40-100 bp ausgeschnitten. AnschlieBend wurden 
die Fragmente aus dem Gel tiber Nacht in TBE-Puffer durch Diffusion eluiert. AnschlieBend 
wurde moglicherweise noch vorhandene DNAse I mittels Phenol/Chloroform Extraktion und 
Ethanolfallung der DNA entfernt. Daraufhin wurden tiberhangende Enden mit T4-DNA- 

35 Polymerase in Gegenwart von dATP, dCTP, dGTP und dTTP aufgefflllt. Dann wurden Oli- 
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gonukleotidhybridlinker (s. Abb. 10) anligiert (2,5 molarer UberschuB 16 h 15 °C) und die 
Ligationsprodukte emeut iiber ein 12,5 %iges Acrylamidgel aufgereinigt. 

Die Elutionsbedingungen waren die gleichen wie bei der Aufreinigung der Genfragmente. 
AnschlieBend wurde die DNA emeut Phenol/Chloroform extrahiert und gefallt. Der Klo- 
5 nierungsvektor pASK-INT-EETI-CK Send wurde mit Aval/BamHI gespalten und durch Sucro- 
segradientendichtezentrifugation gereinigt (Kolmar, H. & Fritz, H.-J. (1995). Oligonucleo- 
tide-directed mutagenesis with single-stranded cloning vectors. In: DNA Cloning 1: A practi- 
cal approach. D. Glover, B. D. Hames (Eds.). IRL Press, Oxford, pp. 193-224). Insgesamt 
wurden pro Genbank 230 ng gespaltener Vektor mit der fragmentierten DNA ligiert und 

10 damit elektrokompetente BMH 71-18 Zellen transformiert. Es wurde ein Repertoire von 
7,2* 10 4 unabhangigen Klonen erhalten. Die Population von Bakterienzellen wurde nach In- 
duktion der Expression des Intimin-Fusionsgens durch Zugabe von Anhydrotetrazyklin mit 
polyklonalem Anti-PMSl Kaninchenserum inkubiert. Die spezifische Bindung von Antikor- 
pern an Epitop-tragenden Zellen wurde durch Markierung mit biotinyliertem Anti- 

1 5 Kaninchen-Antikorper und Inkubation mit Streptavidin-Phycoerythrin Konjugat nachgewie- 
sen. Fluoreszenz-markierte Zellen wurde durch FACS sortiert und mit Hilfe eines MoFlo 
Cellsorters (Cytomation) einzeln auf einer Agarplatte abgelegt. Von einer Anzahl von Klonen 
wurde DNA prapariert und die Nukleotidsequenz von vier klonierten PMSl-Genfragmenten 
bestimmt. Die DNA-Sequenz der Klonen umfaBte die Basen 259-330 (PMS1JCL3), 1630- 

20 1672 (PMS1JKL6), 1786-1856 (PMS1JCL7) und 2590-2639 (PMS1_KL10) des pmsl Gens 
(insgesamt 2715 bp). In Abb. 11 ist die Position dieser Epitope in der Peptidsequenz des 
PMS1 -Proteins, sowie die translatierte Aminosauresequenz des klonierten PMS1 Sequenzab- 
schnitts angegeben. 

25 Von den Klonen PMS KL6 und PMS__KL7 wurden Kulturen im 50 ml MaBstab angezogen. 
Nach einer Stunde Induktion durch Zugabe von Anhydrotetrazyklin (0,2 jig/ml) bei einer op- 
tischen Dichte von 0,2 wurden die Zellen pelletiert, mit PBS-Puffer gewaschen und in 500 jil 
PBS resuspendiert. AnschlieBend wurde zu diesen Bakterien je 200 jul PMS1 Serum gegeben 
und die Suspension fur 45 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen pelletiert 

30 und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 200 fxl Glycin/NaCl (0,2 M Glycin, 
0,14 M NaCl, pH 2,0) resuspendiert und Sir 45 min auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation 
wurden die Bakterien abzentrifiigiert und der Uberstand durch Zugabe von 100 fil 1 M 
Tris/HCl pH9 alkalisiert. Mit den so gewonnenen monospezifischen Antikorpern wurden die 
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Zellen von Klon KL6 bzw. KL7 inkubiert (s. Abb. 12). 
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Damit ist gezeigt, dass mit diesem Verfahren monospezifische Antikorper isoliert werden 
5 konnen. 

Beispiel 3: Isolierung von Peptiden mit Affmitat zu einem vorgegebenen Zielprotein 
durch Intimin-basierte Oberflachenprasentation kombinatorischer Peptidbibliotheken 

10 Es wurde eine Bibliothek von Varianten des 28 Aminosauren umfassen Cystinknoten- 
Proteins EETI-II generiert. EETI-II ist ein im Kiirbisgewachs Ecballium elaterium vorkom- 
mender Inhibitor von Trypsinproteasen. Dieses Peptid wird durch drei intramolekulare Disul- 
fidbriicken stabilisiert, die eine Reihe von Oberflachenschleifen aufspannen (beschrieben in 
Wentzel et al (1999), J. Biol. Chem. 274: 21037-21043). Es wurde eine Bibliothek von 

1 5 EETI-II Varianten generiert, bei der die Losungsmittel-exponierten Reste zweier Schleifenre- 
gionen randomisiert sind. Die Aminosauresequenz des EETI-II Repertoires ist: 
GCXXXXMRCKQDSDCLAGCVCQVLXPXXSXCG 

(Aminoauren im 1-Buchstabencode. In kursiv sind die beiden Schleifenregionen eingezeich- 
net, in denen Aminosaurepositionen (X) randomisiert wurden) 

20 Die randomisierten eeti-GctiQ wurden mittels PGR generiert. Als Templat wurde ein eeft-ck send 
Gen (siehe oben) eingesetzt. Dieses wurde mit Hilfe der denegerierten Primer eti_4+4up und 
eti_4+41o amplifiziert. Die Randomisierung der entsprechenden Codone in der Primersequenz 
erfolgte nach dem Muster NNS, wobei N jedes der vier Nucleotide und S G oder C darstellt. 
Durch diese Wahl wurden die Stopcodone ochre (TAA)und opal (TGA) ausgeschlossen und 

25 die Zahl der moglichen Codone von 64 auf 32, die aber noch fur alle Aminosauren kodieren, 
reduziert. Das Gemisch resultierender PCR-Produkte wurde mit Aval und BatnHI geschnitten 
und mit dem A val/BamKl gespaltenen pASK-INT-EETI-CK Send Vektorfragment ligiert. 

Als Klonierungsvektor diente der pASK-INT-EETI-CK send (s. Abb. 8). Dieser Vektor wurde 
mit Aval und BamHl geschnitten. AnschlieBend wurde das Vektorfragment mittels Sucro- 
30 segradientendichtezentrifugation von der Vektor DNA abgetrennt. Die durch PCR mit degen- 
erierten Primem generierten eeti4+4 Gene wurden mit dem gereinigten Vektor ligiert und mit 
diesem Ansatz der E. coli Stamm DH5a (Hanahn, D. (1983), J. Mol. Biol. 166: 557-580) 
transformiert. Es wurden 16 Transformationen parallel dxirchgefuhrt. Alle Transformanten 
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wurden auf Chloramphenicol-haltige Selektivplatten (25 |xg/ml) ausgestrichen. Nach Inkuba- 
tion fur ca. 20 Stunden bei 37 °C wurden die Kolonien abgeschwemmt und die Zellen nach 
Zugabe von DMSO (7% v/v) in Aliquots bei -80 °C gelagert. Insgesamt wurden so 2*10 7 
unabhangige Klone erzeugt. 

5 Zur Isolierung von Mikroproteinen mit Affmitat zu Anti-p-Laktamaseantikorpern wurde eine 
Fliissigkultur von 50 ml mit 10 9 Zellen der gelagerten Bibliothek angeimpft. Bei Erreichen 
einer optischen Dichte von 0,4 wurde Anhydrotetrazyklin zur Induktion der Genexpression 
zugegeben (0 5 2 |j,g/ml). Nach der Induktion wurden die Zellen Fluoreszenz-markiert. Dazu 
wurden sie zuerst fur 10 min Anti-p-Laktamase-Antikorper inkubiert, anschlieBend mit PBS 
1 0 gewaschen, um nicht gebundenes Protein zu entfernen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 
biotinyliertem Anti-Kaninchenantikorper und dann mit Streptavidin-gekoppeltem R- 
Phycoerythrin inkubiert. Nach der Markierung wurden die Zellen im Cellsorter analysiert und 
fluoreszierende Zellen aussortiert. Als fluoreszierend wurden solche Bakterien definiert, die 
in einen Fluoreszenzkanal zwischen 300-1024 fielen (s. Abb. 14). 

15 Aussortierte Zellen wurden auf Chloramophenicol-haltige (25 |ig/ml) Agarplatten plattiert 
und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die Kolonien abge- 
schwemmt und als DMSO-Kultur bei -80 °C gelagert. Ein Aliquot wurde verwendet, um eine 
frische 50 ml Kultur zu beimpfen. 

20 In der ersten Runde wurden insgesamt 2*10 8 Zellen analysiert und solche, die in den entspre- 
chenden Fluoreszenzkanal (300-1024) fielen, wurden aussortiert. In der zweiten Runde wur- 
den Zellen, die in diesen Fluoreszenzkanal fielen (insgesamt 4,2%), aussortiert und an- 
schlieBend noch zweimal direkt resortiert. Diese Zellen (5*10 5 Ereignisse) wurden ausplattiert 
und gingen am nachsten Tag in die dritte Runde. Hier wurde ein signifikanter Anstieg von 

25 Bakterien, die in den selektierten Bereich fallen, registriert (30 %). Die Zellen wurden erneut 
sortiert und plattiert, um am darauffolgenden Tag Einzelklone zu analysieren. 15 von 20 Ein- 
zelklonen zeigten eine Interaktion mit anti-P-Laktamase Antikorper. Aus 6 diesen Klonen 
wurde Plasmid-DNA isoliert und die Nukleotidsequenz des Gens fur die EETI-CK-Variante 
bestimmt (Abb. 15). 

30 

Im Rahmen dieser Erfindung verwendbare Proteinsequenzen aus der Familie der Intimine 
sind an folgenden Stellen in der Literatur beschrieben: 



WO 02/34906 PCT/DE01/04009 

-24- 

1. ) Gamma Intimin (Escherichia coli), NCBI GI 3941710, NCBI GI 3941712, NCBI GI 
3941714, McGraw, E. A. et al. in "Molecular evolution and mosaic structure of alpha, beta, 
intimins of pathogenic Escherichia coli", Mol. Biol. Evol. 16(1) 12-22 (1999) 

2. ) Intimin (attaching and effacing protein, eae Protein), NCBI GI 1 169452, Yu, Jl and Kaper, 
5 J.B. in "Cloning and characterization of the eae gene of enterohae. Escherichia coli 

0157:H7", Mol. Microbiol. 6(3), 411-417 (1992) 

3. ) eae Gen, NCBI GI 384173, Beebakhee, G. et al. in "Cloning and nucleotide sequence of 
the eae gene homologue enterohemorrhagic Escherichia coli serotype 0157/H7," FEMS Mi- 
crobiol. Lett. 91(1), 63 - 68 (1992) 

1 0 4.) Intimin (Escherichia coli), NCBI GI 2565325, Voss, E. et al. in "Translocated intimin re- 
ceptors (Tir) of shiga-toxigenic E. coli isolates belonging to serogroups 026, Oil 1, and 0157 
with sera from patients with hemolytic-uremic syndrome and marked sequence heterogene- 
ity", Infect. Immun. 66 (11), 5580 - 5586 (1998) 

5. ) Intimin (Escherichia coli) NCBI GI 2865299, Elliott, S.J. et al. in "The complete sequence 
15 of the locus of enterocyte effacement from enteropathogenic Escherichia coli E2348/69", 

Mol. Microbiol. 28 (1), 1-4 (1998) 

6. ) Beta Intimin (Escherichia coli), NCBI GI 3941718, McGraw et al.a.a.O: 

7. ) Intimin (Escherichia coli) NCBI GI 2739264, Deibel, D. et al. in "EspE, a novel secreted 
protein of attaching and effacing is directly translocated into infected host cells, where as a 

20 tyrosine-phosphorylated 90 kDa protein", Mol. Microbiol. 28 (3), 463-474 (1998) 

8. ) Intimin (Escherichia coli) NCBI GI 4388530; 9.) Intimin (Escherichia coli) NCBI GI 
4388530; 10.) Intimin type epsilon (Escherichia coli) NCBI GI 6683770; 

11.) Intimin NCBI GI 1947048; 12.) Intimin NCBI GI 4106360; 13.)Intimin (Escherichia 
coli) NCBI GI 6649538; 14.) Intimin (Escherichia coli) NCBI GI 2809548; 15.) Intimin 
25 (Escherichia coli) NCBI GI 7384863; 16.) Shares homology with the enteropathogenic 
E.coli (EPEC) coli attaching and effacing) Gene, putative NCBI GI 304362; 17.)Intimin 
(Escherichia coli) NCBI GI 7384863 
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Verwendete Oligonukleotide 

Intiminup: 

5 '-GCGCTCTAGATAACGAGGGCAAAAAATGATTACTCATGGTTGTTATAC-3 ' 
Intilol: 

5 '-GCGCCAATTGCGCTGGCCTTGGTTTGATC-3 ' 
SupE2_Ecoup 

S'-GCGCGAATTCACC AGAAAGCGTT GTACGG-3' 
SupE2-Mlu-lo 

5 '-GCGCACGCGTAAGACGCGGCAGCGTCGC-3 ' 



PMSlup 

15 5 ' -GCGATGTTTC ACC AC ATCG-3 ' 
PMSllo 

5 ' -TC AT ATTTCGTAATCCTTC-3 ' 
20 eti-4+4up: 

5 ' -GACGCCCGGGTGCNNSNNSNNSNNS ATCCGTTGC AAAC AGGACTCCG-3 ' 
eti-4+41o: 

5 ' -GACGCCCGGGTGCNNSNNSNNSNNSATjQQGTTGC AAAC AGGACTCCG-3 ' 



25 



ML/Kol 
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Patentansoruche 



1. Verfahren zur Prasentation von Peptiden und Proteinen auf der Oberflache von Wirts- 
5 bakterien, wobei man (a) ein gramnegatives Wirtsbakterium bereitstellt, das transformiert 

ist mit einem Vektor, auf dem in operativer Verkniipfung mit einem exogen induzierbaren 
Promotor eine fusionierte Nukleinsauresequenz lokalisiert ist, welche: (i) einen 
Sequenzabschnitt, der ein im carboxyterminalen Bereich um wenigstens die C3-Domane 
verkiirztes Intimin kodiert, als Verankerungsdomane und (ii) einen fur das zix prasentier- 

1 0 ende Passagierpeptid bzw. Passagierpolypeptid/protein kodierenden Nukleinsauresequen- 

zabschnitt aufweist, und (b) das Wirtsbakterium unter Bedingungen kultiviert, bei denen 
eine Expression der fusionierten Nukleinsauresequenz und eine Prasentation des von dem 
Nukeinsaure-sequenzabschnitt (ii) kodierten Peptids/Polypeptids/Proteins an der Ober- 
flache des Wirtsbakteriums erfolgt, wobei der Nukleinsauresequenzabschnitt (ii) ge- 

1 5 geniiber dem fur die Intimin-Membran- Verankerungsdomane kodierenden Nukleinsaure- 

sequenzabschnitt heterolog ist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das verkiirzte Intimin im car- 
boxyterminalen Bereich von 280 Aminosauren um wenigstens eine weitere der Intimin- 
Domanen D0 ? Dl, D2 verkurzt ist. 

20 3. Verfahren nach Anspruch 1 ? dadurch gekennzeichnet, dass die verwendete Intimin- 
Verankerungsdomane in der auBeren Bakterienmembran aus der Gattung der Enterobacte- 
riaceae abgeleitet wurde und in einem Wirtsbakterium einer Gattung der Enterobacteria- 
ceae verwendet wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass als Verankerungsdomane ein 
25 Fragment des Intimins aus enterohamorrhagischen E, coli oder eine Variante davon ver- 
wendet wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass eine carboxyterminal verkiirzte 
Variante des EaeA-Intimins aus enterohamorrhagischen Escherichia coli 0157:H7 als 
Verankerungsdomane verwendet wird. 

30 6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die verkiirzte Variante des 
EaeA Intimins die Aminosauren 1 bis 659 beinhaltet. 
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7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die verkurzte Variante des 
EaeA Intimins die Aminosauren 1 bis 753 beinhaltet. 

8. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die Expression des Fusionsgens aus dem fur das 
verkurzte Intimin und dem fur das Passagierprotein kodierenden Nukleinsauresequenz- 

5 abschnitt regulierbar ist, wobei (i) ein fur ein Glutamin codierendes Codon des fur das 

verkurzte Intimin kodierenden Nukleinsauresequenzabschnitts durch ein amber Stopco- 
don (TAG) ersetzt ist und (ii) ein Escherichia coli Wirtsstamm verwendet wird, in dem 
eine Translation der mRNA des Fusionsgens durch Bereitstellung einer regulierbaren 
Menge an Suppresor-tRNA erfolgt, die ein Uberlesen des Stopcodons bei der Translation 
1 0 ermoglicht 

9. Verfahren nach Anspruch 8, bei dem die Regulation der Expression des Gens fur die am- 
ber Suppressor tRNA dadurch stattfindet, dass dieses unter Kontrolle eines in seiner 
Transkriptionsrate regulierbaren Promotors gesetzt wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, bei dem der in seiner Transkriptionsrate regulierbare Pro- 
1 5 motor der PLlac-Promotor ist. 

11. Verfahren zur Herstellung einer varianten Population von oberflachenexponierten Pepti- 
den/Polypeptiden/Proteinen und zur Identifizierung von Bakterien, die Pep- 
tide/Polypeptide/Proteine mit einer jeweils gewiinschten Eigenschaft tragen, wobei das 
Verfahren folgende Schritte aufweist: (i) Herstellen eines oder mehrerer Fusionsgene oder 

20 Fusionsgenfragmente durch Klonierung der kodierenden Sequenz eines gewiinschten Pas- 

sagiers im durchgehenden Leseraster mit der kodierenden Sequenz des verkiirzten In- 
timingens in mindestens einen Expressionsvektor; (ii) Variieren des Passagierpeptids 
durch eine der Methoden ausgewahlt aus: gezielte, ortsgerichtete Mutagenese, z.B. durch 
Polymerasekettenreaktion (PCR) unter Verwendung von Oligonukleotiden mit gezielt 

25 ausgetauschten Basen, durch Zufallsmutagenese unter Verwendung von Oligonukleo- 

tidgemischen mit zufallsmaBig erzeuten Basenabfolgen in ausgewahlten Sequenzab- 
schnitten in der PCR, durch error-prone PCR, zufallsgesteuerte chemische oder 
strahlungsgenerierte Mutagenese, (iii) Einbringen des wenigstens einen Vektors in Wirts- 
bakterien, die den Passagier stabil auf ihrer Oberflache prasentieren, (iv) Exprimieren des 

30 Fusionsgens in den Wirtsbakterien, (v) Kultivierung der Bakterien zur Produktion eines 

stabil oberflachenexponiert prasentierten Passagier s. 
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12. Verfahren nach Anspruch 11, welches weiter umfasst:: (vi) selektive Anreicherung der 
Bakterien, die den Passagier mit den gewiinschten Eigenschaften auf der Oberflache tra- 
gen. 

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, bei dem die Identifizierung des Bakteriums, das 
5 einen Passagier mit einer gewiinschten Bindungsaffinitat oberflachenexponiert prasentiert, 

durch Bindung an einen immobiliserten oder/und markierten Bindungspartner erfolgt. 

14. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, bei dem eine Population von Bakterien, welche 
einen Passagier mit einer Bindungsaffinitat zu einem Bindungspartner oberflachenexpo- 
niert tragen, als Matrix zur Affinitats-chromatographischen Reinigung des Bindungspart- 

1 0 ners aus einem Substanzgemisch verwendet wird. 

15. Expressionsvektor fur die Expression eines Fusionsgens unter der Kontrolle eines exo- 
genen induzierbaren Promotors, in welchem in operativer Verkntipfung mit dem Promotor 
eine kodierende Sequenz eines gewiinschten Passagierpeptids im durchgehenden Leser- 
aster stromabwarts zu einer kodierenden Sequenz fur ein im carboxyterminalen Bereich 

15 von 280 Aminosauren um wenigstens die D3-Domane verkurztes Intimin als 

Verankerungsdomane fur das Passagierpeptid vorliegt. 

16. Expressionsvektor nach Anspruch 15, wobei der Promotor ausgewahlt ist aus der Gruppe 
lac-Promotor, ara-Promotor, tetA-Promotor. 

17. Gramnegatives Wirtsbakterium der Gattung Enterobactericeae, transformiert mit wenig- 
20 stens einem Expressionsvektor nach Anspruch 15. 
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tetA Promoter /opera-tor 



xbai 
I 

tattttaccactccctatcagtgatagagaaaagtgaaatgaatagttcgacaaaaatct 

61 ~ + — ■ < — -i — — ~ — + ■ +— — ■ — -H — — + 120 

ataaaatg gtgagggatagt cactatet c*fct tt eaetttacttat caaget gtttrt'tag a 



121 



Start: Translation Xntimin 

a gafca acga gggcaaaaa at-ga ttactcat ggttgt tat ac ccggacccggcacaagcat 



-+ 180 



tct:attgctcccgl:t;iit:ttactaa'tgagt:acc;aacaat:atgggcc , tgggccgtgttcgi:a 

aagctaaaaaaaacattgattatgcttagtgctggtttaggattgtttttttatgttaat: 

181 ~ + — -I — +~ ~ + — - — + 240 

ttcgatti: , ttt.tt:gtaactaatacgaatcacgaccaaat:cct:aacaaaaaaatacaatta 

KIiKKTIiXML SAGLGLFFYVU 

EcoRI Dral Hpal 

I I I 

tag-aattcatttgeaaat / i tttgatcaaaccaaggccagcgcaa 

241 — + — / / — + + — 2119 

*tcttaagtaaaegttta / / aaaetagtttggttccggtcgcgtt 



ttcGtGcaacgoccct:gggt:gcgccggt:accgt:atcGagatccgcl:ggaaGcgGgtgcGg 



2120 



2179 



aaggaggttgcggggacccacgcggccatggcataggtctaggcgaccttggcgcacggc 

P P *$ P 1 Ga.PVE'gFDPX»EBR&& ~ 

E-tag 

Smal 
I 

cttct:ggccccgggtgcgatggaagct.1:aggtgat:at.cgaacGat.acgatt.catcat.gca 
2180 — — — +~ — ™ — ~+= - — +™ + ~ - 2239 



gaagaGcggggccc^cgctaGCttcgaa^ccactatagcttggta-fcgctaagtatgtacgt 



D 



E 



-s_ a. 



EETHMiccopfoteln Passagierdomane 

aacaggactccgactgcctggct-ggctgcgtttgcgggcccaacggtttctgcggatcct 
2240 +~ „„„+„„„__ + „„„^„+„„„,-„ 2299 
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SupE2__Ecoup 
GCGC GAATTCA CC AGAAAGCGTT GTAGGG 
351 cacc agaaagcgtt gtacggatgg ggtatcgcca agcggtaagg 

401 caccggtttt tgataceggo attccctggt tcgaatecagr £taccccagc 

tKNAGln (CAA) 

451 catcttcttc gagtaagcgg ttcaccgccc ggttattggg gtatogccaa 

501 gcggtaagga accggttttt gataccggca ttccctggtt cgaatccagg 

tKNAGln (CCT) 

551 taccccagcc atcgaagaaa caatctggct acgtagctca gttggttaga 

601 gcacatcact cataatgatg gggtcacagg ttcgaatccc gtcgtagcca 

tRNA Met 

651 ccaaattctg aatgtatcga atatgttcgg caaattcaaa accaatttgt 

701 tggggtatcg ccaagcggta aggcaccgga ttCTAattcc ggcattcega 
tRNA Gin (GAG) 

751 ggttcgaatc ctcgtacccc agccaattta ttcaagacgc ttaccttgta 

801 agtgcaccca gttggggtat cgccaagcgg taaggcaccg gattctgatt 

851 ccggcattcc gaggttcgaa tcctcgtacc ccagccacat taaaaaagct 

tRNA Gin (A AT ) 

901 cgcttcggcg agctttttgc ttttctgcgt tcattcaatg tcgaatgcga 

951 tgttgacacg tcttatcctt caatgtcgga tgcgacgctgccgcgtctta 

3' -CGCTGCGACGGCGCAGAA TGCGCA CGCG 
supE2-Mlu-lo 



Fig. 6a 
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SupE abhangige Oberflachenprasentation auf E.coli WK6 
pRep4-supE und pASK-INT-EETI-CK send 




IPTG concentration [|j.M] 



Fig. 8 
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Amplifikation des Zielgens 

i 

Fragmentierung der DNA 

1 

Polieren der Enden 

i 

Anligieren von Llnkermolekulen 

i 

Ligation in einen Oberflachenprasentationsvektor 

i 

Transformation 

1 

Selektion positiver Kione 

i 

Sequenzanalyse 



Fig. 9 
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CCGGGT CCGGAAGCGGTT CCGGG 
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CAGGCCTT CGCCAAGGCCC 



TAACTGACTGACCCGCAG 
I I I I I I I I I I I I I I I I I I 
AT T G AC T G ACT G GGCGT CC TAG 



Fig. 10 
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(54) Title: METHOD FOR EXPOSING PEPTIDES AND POLYPEPTIDES ON THE CELL SURFACE OF BACTERIA 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR EXPOSITION VON PEPTIDEN UND POLYPEPTIDEN AUF DER ZELLOBERFLA- 
CHE VON BAKTERIEN 



tetA Promo-tor/ Operator Xbal 

I 

tat.tttaccactccctatcagtgatagagaaaagrg«aatgaatagttcaacaaaaatct 

: h + + —I i: 

a t aaa a tg gt g a erggat a gt ca c t a t ct ct tt t ca ct fct ac tta tc a a get gt t tt tag a 



tetattgetee cgt t tt 1 1 a ct aa tgegnacc aa caat a t gggcctgggccgtg ttcgta 
MITHGCYTRTHflKH 
<*a.gct»aua«iaaacat'.gatLatgc;taqtgctqgtt-cagga-it<3tcttiittat.gttaaC 

81 + h + + 1 + 2, 

ttcgattt-ctt-trgtaactaatacgaatcacgaccaaatcctaacaaaaaaatacaatta 

KLKRTLIMLSflGLG3.F?YVM 
EcoRI Dral .^.al 



tagsattcatttgeaaat 



.tttgcaaat / / ^ttgatcaaa. 

:aaacgttta / / aaactagtttf 
FANS*/ y |> Q <l 



cttgatcaaaccaagg ccagcgcaa 

2119 

aaactagtttggttceggtegcgtt 

" K. A S A I - 



ttoct<3caaogcc<3ctgggtgcgccggtaccgtatccagatccgatggaaDcgcgt.gccg 

?.120 + , + . +. . . + 217 9 

aagg aggt tg eggggaecca cgcggccatggcataggtc taggegaecttgg cgc aegge 

P P T P L G APVPY PPP LE PRAA- 
E-tag 

Smal 
I 

cttctggccccgggtgcgatggaagcttaggtgatatcgaaccatacgattcatcatgca 
gaagaccggggcccacgctaccttcgaatccactatagcttggtatgctasgt-agtacgt 

s s p S p B S a T , B B T E P v B 3 8 C 7! - 
ECTVMkroproteln Passaglerdomdne 



QDSDCLAGCVCGPHGFCGS 




(57) Abstract: The inventive method allows peptides or polypeptides 
to be exposed on the surface of gram-negative host bacteria using spe- 
cific intimin-based anchor modules. Intimins with shortened carboxy 
terminals have been found to be particularly suitable anchor modules 
for passenger domains in the exterior Exoli cell membrane. According 
to said method, host bacteria are transformed using vectors, on which 
are located a fused nucleic acid sequence consisting of a sequence seg- 
ment which codes for an intimin with a shortened carboxy terminal and 
a nucleic acid sequence segment which codes for the passenger peptide 
that is to be exposed. The invention permits a particularly large number 
of passenger domains to be exposed on the cell surface of the bacteria, 
without adversely affecting the viability of the bacteria. 

(57) Zusammenfassung: Das erfindungsgemasse Verfahren 
ermoglicht die Presentation von Peptiden oder Polypeptiden auf 
der Oberflache von gram-negativen Wirtsbakterien mit Hilfe 
bestimmter Intiminbasierter Verankerungsmodule. Es wurde 
gefunden, dass sich carboxyterminal verkurzte Intimine besonders 
gut als Verankerungsmodule fur Passgierdomanen in der ausseren 
E.coli Zellmembran eignen. Hierfur werden Wirtsbakterien mit 
Vektoren trans formiert, auf denen in operativer Verkniipfung mit 
einem Promotor eine fusionierte Nukleinsauresequenz aus einem 
carboxyterminal verkurzten Intimin kodierenden Sequenzabschnitt 
und einem fur das zu prasentierende Passagierpeptid kodierenden 
Nukleinsauresequenzabschnitt vorhanden ist. Die Erfindung gestattet 
es, eine besonders grosse Anzahl von Passagierdomanen auf der 
bakteriellen zell oberflache zu prasentieren, ohne dass darunter die 
Lebensfahigkeit der Bakterien leidet. 
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